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[目的]ホタテガイやイカのような水産軟体動物は、海水中の重金属を蓄積するこどが知
られている。重金属の中でも毒性の強いカドミウム (Cd)は、コーデックス委員会で
海産二枚貝と頭足類の上限値が2mg/kg とされ、総量で評価されている。しかし、食品
中のCd は共存物質と複雑に結合することもあり、毒性への影響があると考えられる。
また、食品は人体において胃や腸でpHの変化を受けて消化され、溶解した状態で腸管
から吸収される。そこで、食品中のCd の溶出へのpH の影響と食品由来のCd の毒性
および共存物質の影響を調べることにした。
[方法]生鮮試料としてホタテガイ Paは刀opec竹e刀アessoe刀sメs の中腸腺とスルメイカ
几odarodespacぬガcusの肝臓を用いた。試料の一般成分、無機質、有機酸等Cd の溶解に
影響すると思われる共存物質の種類および存在量を調べた。pH による試料中の重金属
と水溶性タンパク質の溶出量の変化を調べた。さらに、限外ろ過を用いて、分子量10,000 
以下の画分に存在する重金属ならびに水溶性タンパク質の量も測定した。腸管細胞
Caco-2cellを用いて無機Cd (CdCl2, Cd(N03)2, CdS04)と試料抽出液中のCd の毒性
評価を行った。LC5o付近の濃度の無機Cd に試料抽出液や試料中と同濃度の有機酸を加
え、共存物質によるCdの毒性への影響を調べた。
[結果および考察]ホタテガイ中腸腺 (42.6Ⅱg Cd/g)肚スルメイカ肝臓 (18.7PgCd/g) 
と比較してCd を有意に多く含有していた。これら試料のCdの溶出率は、pH2-3,11-12 
で高くなりpH5-8で低くなった。pHによる水溶性タンパク質の溶出率の変化もCd と
同様であった。無機CdはpHll-12で溶解しないにも関わらず試料からカドミウムが溶
出したため、これら二成分の挙動に関連があると考えられた。限外ろ過によって得た画
分を分析した結果、cd は分子量1,000-lo,000 に多く存在していることが認められた。
細胞試験の結果、無機Cd は濃度依存的に毒性を発現し、LC5oは25ⅡM付近であった。
この25pMCdにホタテガイ中腸腺の抽出液を添加するとCd総量の増加にも関わらず、
生存率が上昇してCdの毒性が弱められることが確認された。
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緒論 
 
 食品には微量の鉄、亜鉛、銅、マンガン、クロム、モリブデン、セレン、
ヨウ素およびコバルトのような必須微量元素が含まれているほか、ヒ素やカ
ドミウム、水銀のような毒性重金属も含まれている。また、亜鉛や銅のよう
に必須微量元素であるが、過剰に摂取すると中毒を起こす元素もある (熊谷
ら , 2004)。イタイイタイ病の原因物質として知られているカドミウムは、
私たちの生活においてとても有害な元素である。 
イタイイタイ病は、岐阜県の神岡鉱山で亜鉛、鉛、銀鉱山の製錬に伴い排
出された未処理廃水により発生した四大公害病のひとつである。亜鉛鉱山の
鉱石に含まれるカドミウムが岐阜県から富山県に流れる神通川流域に流れ
出し、農業用水を通り、米、大豆などの作物に吸収された。これらを食べた
ことがイタイイタイ病の原因である。（熊谷, 山本, 2004）このように、カド
ミウムは、鉱物中や土壌中に存在する重金属であり、亜鉛や銅などの金属と
共在しやすい。鉱山開発などにより、地中から発掘されたカドミウムは水中
や土壌に堆積し、そこで生育した穀類や魚介類、野菜などの様々な食品に蓄
積される。特にカドミウムが多く蓄積される食品としては、米や水産軟体動
物および甲殻類の内臓などが挙げられる。（佐久間, 1992; 須山ら, 1980） 
土壌中のカドミウムは、土壌の pH が中性からアルカリ性の場合には溶解
しないので、農作物に吸収、蓄積されにくいが、酸性土壌の場合は吸収、蓄
積されやすい。日本国内の  土壌は大半が中性から酸性であるためカドミウ
ムの溶け出しやすい環境にある。さらに、日本各地に亜鉛、銅、鉛などの鉱
山があり、カドミウムは鉱山開発などにより環境中に排出されてきたため、
鉱山の下流などはカドミウムの濃度が高い土壌となっている。このような地
域で収穫される米や野菜などには、高濃度のカドミウムが蓄積されているこ
とが多い（農林水産省, 2009; Waisberg et al., 2004）。 
日本における食品中のカドミウム含量に対する規制は、食金衛生法に基づ
く規格基準として、｢玄米は、カドミウムを 1.0 ppm 以上含んではならない｣
と定められている（農林水産省, 2009）。  
一方、国際基準としては、国際的な食品規格設定の場であるコーデックス
委員会（FAO/WHO 合同食品規格委員会）において食品中のカドミウムの基
準値が定められている。精米は 0.4 mg/kg（0.4 ppm）、海産二枚貝（カキ及
びホタテガイを除く）及び頭足類（内臓を除去したもの）は、2 mg/kg（2 ppm）
が上限値となっている（Codex Alimentarius, 2009）。 
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これらの規格に基づき、農林水産省では 1970年から 0.4 ppm以上 1.0 ppm
未満の玄米を農家から買い上げ、非食用として処理している。1970 年の玄
米の買い入れ量は 13,526 t であり、2007 年でも 2,411 t が買い入れられて
いる（農林水産省, 2009）。 
カドミウムは食品以外の分野でも使用規制が行われている。2007 年から
施行された RoHS 指令は、電子・電気機器における特定有害物質の使用制限
であり、カドミウムは 100ppm 以下とされている（RoHS, 2009）。カドミウ
ムの規制には、このような多くの基準がある。 
 日本人の日常食からのカドミウムの 1 日当たりの摂取量は 21.4 µgであり、
日本人の体重を 50 kgとすると約 3 µg/kg体重/週であると報告されている。
このカドミウムの摂取量を FAO/WHO 合同食品添加物専門家会議が定めた
カドミウムの暫定耐容摂取量（ヒトの体重 1kg 当たり 1 週間 7 µg まで）と
比較すると、約 40 %に当たる。また、海外各国のカドミウムの平均摂取量は
2.8～4.2 µg/kg 体重 /週であり、日本人は食品からカドミウムを多く摂取す
る傾向にある（厚生労働省, 2009）。 
 上記のように、カドミウムは総量として基準が定められ、毒性が評価され
ている。総量としての評価と規制値の設定が適切なのだろうか。食品には、
タンパク質や脂質、糖質、ミネラルなど様々な物質が存在している。カドミ
ウムは、このような共存物質と複雑に結合した状態で存在していると考えら
れる。 
食品中のカドミウムは、まず口から摂取され、胃や腸で消化の影響を受け
る。そして、溶解した状態で小腸から吸収される（稲田 , 2004）。吸収され
たカドミウムはタンパク質に結合して血液中を移動し、腎臓や肝臓などに蓄
積される。体内のカドミウムのうち 50%は腎臓、15%は肝臓、20%は全身の
筋肉に存在する。食品中のカドミウムの吸収率は小腸などの消化器から 1～
6%、呼吸器から 2.5～20%であり、食品に含まれる全量のカドミウムが吸収
されることはない。しかし、排泄に時間がかかり、生理学的半減期は人間で
10～30 年と長いため、カドミウムは生体内に蓄積されやすい。長期的低濃
度曝露を受けていると、腎臓での濃度が有害レベルに達して腎臓障害を引き
起こす（佐久間, 1992）。 
このように、カドミウムは存在場所や濃度も重要であるが、存在状態も重
要であると言える。ヒトがカドミウムを吸収するとき、および食品にカドミ
ウムが蓄積されるときは、どちらも溶解した状態である。また、pH や共存
物質などもカドミウムの毒性に影響を与えると考えられる。  
そこで、本研究では、消化の過程で受ける影響を想定した条件下での食品
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からのカドミウムの溶出の特徴を把握することで、腸管から吸収されるカド
ミウムの量を推測するための基礎データを得ることを目的とした。さらに、
培養細胞を用いて、カドミウムの毒性に対する食品中の共存物質の影響を調
べることにした。 
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第 1 章 ホタテガイ中腸腺およびスルメイカ肝臓の重金属の分析 
 
水産軟体動物および甲殻類の内臓には、海水中の重金属が蓄積されること
が知られている（Bustamente et al., 2005; Bustamente and Miramanda. 
2005; Kyuzynski, 2004; Mauri et al., 1990）。ホタテガイ Patinopecten 
yessoensis の中腸腺およびスルメイカ Todarodes pacificus の肝臓には、他
の部位に比べてカドミウムが蓄積されやすいと報告されている（Metian et 
al., 2007; Koyama et al., 1999; Bustamante et al., 2002）。 
ホタテガイは貝柱へと加工する際に、中腸腺は除去されて産業廃棄物とし
て処理されているが、カドミウムが多く含まれていることが問題となるため、
ホタテガイ中腸腺からカドミウムを除去する研究が多く報告されている
（Atungulu et al., 2007; Ghimire et al., 2008; Nakai et al., 2004; Obara et 
al., 1999; Seki and Suzuki, 1997; Shiraishi et al., 2003; Ren et al., 2008）。
しかし、ホタテガイ中腸腺には DHA や EPA が豊富であり、カドミウムが
除去できれば産業廃棄物ではなく有効資源としての活用を期待されている
（Pazos et al., 2003; Silina and Zhukova, 2007）。 
スルメイカ Todarodes pacificus やアオリイカ Sepioteuthis lessoniana の
肝臓は、塩辛などに加工される。水産庁の調査では、市販塩辛にはカドミウ
ムが多く含まれていると報告されている（水産庁, 2003; 須山ら, 1980）。塩
辛を頻繁かつ多量に摂取することは少ないので、人体に影響を及ぼすほどの
カドミウムを摂取することはない。しかし、食の安全を確保するために、微
生物を用いて肝臓からカドミウムを除去し、塩辛を製造している例などがあ
る（川崎ら, 2006）。  
ヒトにおいては、口から摂取された食品は、胃、小腸、大腸で消化吸収さ
れる。食品は消化吸収の過程で、胃において pH1.5～2、腸において pH7～
8 と大きな pH の変化を受ける。そして、溶解した状態の成分が腸管から吸
収される（稲田 , 2004）。吸収されたカドミウムは腎臓に運ばれて、金属
と硫黄を豊富に含む分子量 6,000-7,000 の低分子タンパク質であるメタ
ロチオネインを合成する。チオール基  (-SH)を介して金属を取り込む性
質があり、カドミウムの毒性の発現を抑える働きをしている（佐久間, 1992）。
ヒトだけではなく、ホタテガイにおいてもカドミウムとメタロチオネインの
結合が確認されている（Digilio et al., 2008; Fowler et al., 1988; Ponzano et 
al., 2000）。 
ホタテガイ中腸腺のようなカドミウムを含む食品を摂取した場合、上述の
ような消化や pH 変化の影響を受けるので、カドミウムが食品中に存在する
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状態のままで吸収されるとは限らないが、体内での影響を考慮したカドミウ
ムの毒性の評価に関する報告は少ない。そこで、本章において、食品中のカ
ドミウムの溶出に対する pH変化の影響およびカドミウムの溶出に関わりの
ある因子と成分を調べることにした。カドミウムは食品中では共存物質と結
合していると考えられる。メタロチオネインなどの低分子のタンパク質と結
合しやすいので、分子量 1,000～10,000 におけるカドミウムの溶出および食
品由来カドミウムの溶出分子量も調べた。さらに、溶出した成分の間に相関
関係が存在するかどうかを検討した。
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1.1 方法 
 
1.1.1 試料および前処理 
2007 年 6 月青森県野上北郡横浜町および 2008 年 9 月岩手県宮古市日出
島にて水揚げされたホタテガイ Patinopecten yessoensis の中腸腺のみを採
取した。収穫後、2 日以内にフードプロセッサ（松下電器産業, MK-K75）
を用いて中腸腺を均一に破砕した。2008 年 9 月東京湾にて水揚げされたス
ルメイカ Todarodes pacificus を、収穫後、2 日以内に肝臓のみを採取し、
均一に破砕した。これらを冷凍庫（－30℃）にて保存し、試料として用いた。 
ホタテガイおよびスルメイカの収穫時期、大きさ等は Table 1 に示す。 
 
 
1.1.2 一般成分分析  
ホタテガイ中腸腺およびスルメイカ肝臓の一般成分分析を行った。水分は
常圧加熱乾燥法 (AOAC, 2002)により定量した。灰分は直接灰化法 (AOAC, 
2002)により定量した。脂質は Folch 法によって抽出、定量した。ケルダー
ル法で全窒素を定量し粗タンパク質量を算出した（長谷川, 2004）。 
試薬は特記しない限り和光純薬工業または関東化学の特級を用いた。 
 
水分 
実験前日にアルミカップを 105℃の乾燥機に入れ、当日デシケータ中で
30 分放冷し恒量化したアルミカップの風袋重量を精秤した。試料約 0.5 g
をアルミカップに均一に広げ、105℃で 3 時間加熱乾燥後、再びデシケータ
中で 30 分間放冷し、恒量化した（±0.0002 g 以内）。 
 
灰分 
実験前日にるつぼを 105℃の乾燥機に入れて、当日デシケータ中で 30 分
放冷し恒量化したるつぼの風袋重量を精秤した。試料約 1 g をるつぼに均一
に広げ、550℃の電気炉で一晩加熱し、10 分間デシケータ中に放置後、105℃
の乾燥機で放冷した。さらに、デシケータ内で 30 分間放冷し精秤し、恒量
化した（±0.0003 g 以内）。 
 
粗タンパク質 
薬包紙（東京日本油紙, 中型）の上で試料約 0.5 g を精秤した後、薬包紙
ごとケルダールフラスコに入れ、分解促進剤（硫酸カリウム :硫酸銅=4:1）
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0.5 g と硫酸 10ml を加えた。空試験には薬包紙、分解促進剤 0.5 g、濃硫酸
10 ml をケルダールフラスコに入れた。それを分解装置（Büchi, K-438）か
ら透明になるまで約 1 週間加熱した。放冷後、蒸留水を徐々に加え、50 ml
容メスフラスコに定容した。蒸留装置の丸底フラスコに水を張り、加熱沸騰
させた。蒸留装置に定容した試料 10 ml と 30%NaOH 溶液 10 ml を流し込
み、その後 5 分間蒸留し、発生するアンモニアを N/100 硫酸 20 ml と混合
指示薬 2 滴を加えた三角フラスコにトラップした。蒸留後、N/100 シュウ
酸で標定した N/50 NaOH 水溶液で三角フラスコの液を滴定した。滴定値よ
り回収された窒素量を算出し、魚介類に用いられる換算係数 6.25 を乗じて
粗タンパク質量を求めた。 
 
脂質 
遠沈管に試料約 2 g を精秤し、そこにクロロホルム:メタノール（2:1、v/v）
溶 剤 30 ml を 加 え て ウ ル ト ラ タ ラ ッ ク ス (Janke&Kunkel 
IKA-Labortechnik, T25)でホモジナイズした。これを同一溶剤 10 ml 程度
を用いてろ過し、分液漏斗に移した。この作業を 3 回行った。そこに
0.88%KCl 溶液を 20 ml 加え、振り混ぜた。数時間静置後、クロロホルム層
（下層）を丸底フラスコにすべてとり、さらに 5 ml クロロホルムで 5 回抽
出を繰返し、下層の脂質をすべて丸底フラスコに回収した。これを減圧乾固
した。濃縮物にクロロホルムを加えて、25 ml に定容した。実験日に恒量化
したアルミカップの風袋重量を精秤した。そこにクロロホルム溶液 10 ml
を移し、乾燥機で 2 時間乾燥させ、水分と同様に恒量値を求めた。 
 
 
1.1.3 ミネラルの測定 
精秤した試料 2 g に硝酸 5 ml（和光純薬工業、有害金属測定用）を加え、
ETHOS-1 Microwave Digestion System (Milestone General K. K.) を用
いて湿式灰化法で分解した。この操作で得た試料溶液を、25 ml 容のメスフ
ラスコに酸濃度が最終的に 10％以上になるように定容した。また、空試験
として硝酸を同様に処理した。これらを試料溶液とし、原子吸光分光光度計
(SHIMADZU, AA-660)を用いてナトリウム、カリウム、カルシウム、マグ
ネシウム、鉄、亜鉛、銅、カドミウムの定量を行った。 
それぞれ原子吸光分析用標準溶液 (和光純薬工業 , 1000 ppm)を適宜希釈
し、その測定結果から検量線を作成し、試料溶液中の金属原子含量を求めた。 
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1.1.4 有機酸の分析  
ホタテガイ中腸腺およびスルメイカ肝臓約 5 g 精秤し、80 %メタノール溶
液 30 ml を加えてウルトラタラックス(Janke&Kunkel IKA-Labortechnik, 
T25)を用いて 2 分間、磨砕・抽出を行った。4℃、5500×g、10 分間遠心分
離（KUBOTA, 6800）して、上清をろ紙でろ過しながらフラスコに移した。
この抽出作業を 3 回行い、集めた上清をロータリーエバポレーターで濃縮し
た。抽出物を分液漏斗に 15～20 ml の蒸留水で洗い込み、そこにジエチル
エーテル 20ml を加えて転倒混和した。水層をナス型フラスコに入れ、再び
エバポレーターで濃縮したものを蒸留水で 25 ml に定容した。抽出液は－
30℃で保存した。 
 
メタノール抽出物の有機酸の測定 
リンゴ酸、酒石酸、コハク酸、クエン酸、フマル酸（関東化学）は超純水
（Millipore, Milli-Q Advantage A10 system）に溶かし、適宜段階希釈した。
メ タ ノ ー ル 抽 出 物 は 0.45 µm の PTFE フ ィ ル タ ー （ 東 洋 濾 紙 , 
DISMIC-13HP）に通したものを試料とし、高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）に供した。HPLC の分析条件は TOSOH のアプリケーションノー
トに従い、以下の通りである。 
 
HPLC 条件 
Detector: PHOTO DIODE ARRAY DETECTOR SPD-M10AVP (SHIMADZU) 
Pump: LC-10ADVP (AHIMADZU) 
Temperature:  40℃ 
Wavelength:  205 nm 
Column: TSK gel ODS-100V (4.6×150mm, 5µm) (TOSOH) 
Mobile phase: CH3CN:0.1 % H3PO4 (25:75、v/v) 
Flow rate: 1.0 ml/min 
 
 
1.1.5 重金属および水溶性タンパク質の溶出 
 
1.1.5.1 pH による影響 
遠沈管に試料約 1 g を精秤し、pH2～5 の塩酸溶液、超純水、pH7～12 の
水酸化ナトリウム溶液をそれぞれ 30 ml 加え、ウルトラタラックス
 9 
(Janke&Kunkel IKA-Labortechnik, T25) を用いて 3 分間、磨砕・抽出を
行った。これらの pH を測定後、4℃、5500×g、10 分間遠心分離して、上
清をろ紙でろ過しながら分液漏斗に移した。クロロホルムを加え、分液漏斗
を振とうした後、下層（クロロホルム層）を捨て、上層を抽出液として用い
た。 
 
重金属の測定 
抽出液 5 ml に硝酸 2 ml を加え、原子吸光分光光度計 (SHIMADZU, 
AA-660)を用いて、マグネシウム、鉄、亜鉛、銅、カドミウムの定量を行っ
た。抽出液は吸光度が標準溶液の検量線の範囲内におさまるように希釈して
から測定を行った。  
 
水溶性タンパク質の測定 
Bradford 法に基づいて、抽出液中の水溶性タンパク質の定量を行った。
水溶性タンパク質の定量には Bio-Rad protein assay キット（同仁化学研究
所）を用いた。試料溶液 800 µl に Protein Assay Dye Reagent Concentrate 
200µl を添加し、軽く上下に振り、混合した。その後、室温で 5 分間放置し、
分光光度計(SHIMADZU, UV-1200)を用いて 595nm の吸光度を測定した。
タンパク質標準溶液として bovine serum albumin（BSA: ウシ血清アルブ
ミン, Sigma-Aldrich Corporation）を用いた。検出スケールとして、0.5～
20.7  µg/ml 濃度の範囲内に水で段階希釈して実験に供した。 
 
 
1.1.6 限外ろ過による重金属および水溶性タンパク質の抽出量の変化 
1.1.5.1 で作製した pH1.5-12 の水溶液で抽出した試料溶液を限外ろ過膜
（東洋濾紙, ULTRA FILTER Q0100 013D）に通し、分子量 10,000 以下の
画分を得た。限外ろ過前の試料溶液およびろ過後の試料溶液中の重金属と水
溶性タンパク質の量を求めた。測定方法は 1.5.1 と同様に行った。 
 
 
1.1.7 ゲルろ過クロマトグラフィーによるホタテガイ中腸腺の抽出液の分
画 
1.1.5 で作製した pH12 の水溶液で抽出した試料溶液をゲルろ過クロマト
グラフィーで分画した。ゲルろ過クロマトグラフィーの分析条件は以下の通
りである。成分の分子量分布を調べるため、分子量マーカーとして、
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Hip-His-Leu（分子量 437.5, Sigma-Aldrich Corporation）、VitaminB12（分
子量  1,355, 和光純薬工業 ）、 Ribonuclease A（ 分子量 13,700, GE 
Healthcare）の保持時間を測定した。また、UV ピークに合わせて適宜、画
分をまとめ、カドミウムの存在量を原子吸光光度計で測定した。 
 
ゲルろ過クロマトグラフィー条件 
Detector: UV-VIS DETECTOR SPD-10Avp
 
(SHIMADZU) 
Pump: LC-10ADvp (SHIMADZU) 
Temperature: Room temperature 
Wavelength: 280 nm 
Column: Sephadex G25 (26×300 mm) (GE Healthcare) 
Mobile phase: 50 mM sodium phosphate buffer + 50 mM NaCl (pH7.0) 
Flow rate: 0.65 ml/min 
Fraction collector: DC1200 (TOKYO RIKAKIKAI) 
 
 
統計処理 
測定は 3 回試行し、その結果についてボンフェローニ補正法（小野 , 2003）
を用いて多重比較検定を行い、危険率 5%以下で有意差を検定した。 
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1.2. 結果および考察  
 
1.2.1 一般成分、ミネラル組成および有機酸 
 ホタテガイ中腸腺およびスルメイカ肝臓の一般成分組成を Table 2に示し
た。ホタテガイ中腸腺はスルメイカ肝臓よりも水分が 30％程度多く、脂質
および糖質は有意に少なかった。ホタテガイ中腸腺とスルメイカ肝臓の水分
が大きく異なるため、乾物当りに換算した、一般成分組成を Table 3 に示し
た。ホタテガイ中腸腺のタンパク質および灰分はスルメイカ肝臓に比べて有
意に多く、糖質は有意に少なかった。脂質は有意差が見られなかった。ホタ
テガイ中腸腺の産地（青森産と岩手産）ならびに個体の大きさ、年齢におけ
る差は見られなかった。 
 ホタテガイ中腸腺およびスルメイカ肝臓のミネラル組成を Table 3に示し
た。一般成分と同様に乾物当りに換算して比較を行った。 
ホタテガイ中腸腺はスルメイカ肝臓に比べてナトリウム、カリウム、マグ
ネシウム、亜鉛およびカドミウムを有意に多く、銅を有意に少なく含有して
いた。鉄では有意な差は見られなかった。 
 ホタテガイ中腸腺の産地ならびに個体の大きさ、年齢における差を比較し
た。青森産は岩手産に比べてナトリウムおよびマグネシウムを有意に少なく、
銅および亜鉛を有意に多く含有していた。カリウム、カルシウム、鉄および
カドミウムでは有意な差は見られなかった。 
 Belcheva et al. (2006) の報告によると、殻径 6～13.9 cm, 年齢 2～11 年
のロシアで水揚げされたホタテガイ中腸腺は 50～150 µg/g dry weight; DW 
のカドミウムを含有していた。本研究で使用したホタテガイ中腸腺は、青森
産が殻径 11～14 cm、年齢 1.5～2 年、カドミウム 160.1±34.7 µg/g DW、
岩手産が殻径 7.5～9 cm、年齢 1.5 年、カドミウム 183.3±43.8 µg/g DW で
あった。年齢は異なるが、殻径およびカドミウムの含有量は同等の値を示し
た。 
Kim et al.(2008) の報告によると、日本海で水揚げされた体長が 20.5～
23.2 cm のスルメイカの肝臓は亜鉛 221 µg/g DW、銅 989 µg/g DW、カドミ
ウム 198 µg/g DW、体長が 24.0～29.5 cm のスルメイカの肝臓は亜鉛 194 
µg/g DW、銅 793 µg/g DW、カドミウム 155 µg/g DW を含有していた。本
研究で使用したスルメイカの体長は 23.2～25.7 cm であり、亜鉛 66.3±21.0 
µg/g DW、銅 132.6±32.6 µg/g DW、カドミウム 33.0±4.7 µg/g DM を含有し
ており、日本海産に比べて低い値を示した。  
コーデックス委員会によるカドミウムの上限値は、海産二枚貝（カキ及び
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ホタテガイを除く）及び頭足類（内臓を除去したもの）は、2 mg/kg（2 ppm）
とされている（Codex Alimentarius, 2009）。本実験で用いた試料中のカド
ミウム濃度は、青森産ホタテガイ中腸腺 42.6±9.2 ppm、岩手産 58.2±13.9 
ppm スルメイカ肝臓 18.7± 2.7 ppm であった。それぞれ、規制から除外さ
れている部位であるが、基準値より非常に高い値であった。  
 ホタテガイ中腸腺およびスルメイカ肝臓の有機酸を Table 4 に示した。ホ
タテガイ中腸腺はスルメイカ肝臓に比べて酒石酸、コハク酸を有意に少なく、
フマル酸を有意に多く含有していた。リンゴ酸ならびにクエン酸は検出され
なかった。 
Kani et al. (2007) の報告によると、スルメイカ肝臓中のクエン酸は 7±5 
mg/100g、リンゴ酸は 7±1 mg/100g、コハク酸は 28±2 mg/100g であり、フ
マル酸は検出されなかった。本研究で使用したスルメイカ肝臓中のコハク酸
は 20.7±2.3 mg/100g であり、同等の値を示した。クエン酸およびリンゴ酸
は検出されなかった。 
 
 
1.2.2 重金属と水溶性タンパク質の溶出の特徴 
 ホタテガイ中腸腺およびスルメイカ肝臓からのマグネシウム、亜鉛、カド
ミウム、銅、鉄および水溶性タンパク質の溶出率を Tables 6～8、Figs. 1～
3 に示した。溶出に用いた溶液の pH およびホモジナイズ後の pH を Table 5
に示した。ホタテガイ中腸腺およびスルメイカ肝臓に含まれる各成分の量に
差があるため、溶出量ではなく溶出率で表した。1.2.1 で測定した各成分の
量に対する抽出液中に溶出した各成分の量を算出した。 
 試料中に多く存在するマグネシウムの溶出率は、ホタテガイ中腸腺および
スルメイカ肝臓のどちらも約 70 %を示した。pH の違いによる溶出率への変
化も少なく、有意差はなかった。 
 青森産ホタテガイ中腸腺からの銅の溶出率は、pH12 で 84.2 %、pH11 で
58.7 %、pH2 で 48.4 %を示したのに対し、pH4～9 では約 15 %となり pH2, 
11, 12 に比べて有意に低値となった。スルメイカ肝臓からの溶出は、pH12
で 94.9 %、pH11 で 93.7 %、pH2 で 94.6 %を示したのに対し、pH4～9 で
は約 55 %となり pH2, 11, 12 に比べて有意に低値を示した。  
 青森産ホタテガイ中腸腺からの鉄の溶出率は、pH2 で 46.8 %、pH11 で
86.4 %、pH12 で 99.4 %を示したのに対し、pH3～8 では約 35 %をなり pH2, 
11, 12 に比べて有意に低値を示した。スルメイカ肝臓からの溶出率は、pH2
で 72.8 %、pH11 で 58.3 %、pH12 で 61.0 %を示したのに対し、pH3～9
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では約 30 %となり pH2, 11, 12 に比べて低値を示した。 
 青森県産ホタテガイ中腸腺からの亜鉛の溶出率は、pH2 で 89.0 %、pH12
で 70.4 %を示したのに対し、pH5～9 では約 25 %となり pH2, 12 に比べて
有意に低値を示した。スルメイカ肝臓からの溶出率は、pH2 で 64.8 %、pH11
で 61.2 %を示したのに対し、pH4～10 で約 35 %となり pH2, 11 に比べて有
意に低値を示した。  
青森県産ホタテガイ中腸腺からのカドミウムの溶出率は、pH2 で 55.7 %、
pH11 で 57.6 %、pH12 で 70.4 %を示したのに対し、pH4～10 で約 25 %と
なり pH2, 11, 12 に比べて有意に低値を示した。スルメイカ肝臓からの溶出
率は、pH2 で 98.9 %、pH12 で 100%を示したのに対し、pH4～10 で約 40 %
となり pH2, 12 に比べて有意に低値を示した。 
各成分とも試料間で溶出率に差が見られたが、pH の違いによる溶出率の
変化の傾向は同様であった。 
Shiraishi et al. (2003) は、総カドミウムの濃度が 13.7 ppm であるホタ
テガイ中腸線を用いて溶出を行っている。試料に 10 倍量の水を加えてホモ
ジナイズした結果、77 ％のカドミウムが溶出した。Ghimire et al. (2008) 
は酸性条件下で溶出を行っている。カドミウムの濃度が 34.5 ppm のホタテ
ガイ中腸線に、10 倍量の硫酸を加えて pH1.5 で抽出した結果、約 60 %のカ
ドミウムが溶出した。Ren et al. (2008) は、 ホタテガイ中腸腺と同量の水、
クエン酸および酢酸を加え、80℃でホモジナイズしてカドミウムを除去する
実験を行っている。水の場合は 24 %、クエン酸および酢酸の場合は 64 %の
カドミウムが溶出した。本研究では、試料に 30 倍量の pH の異なる溶液を
加えて抽出を行った。pH 調整を行わず水（pH6 付近）で抽出した場合のホ
タテガイ中腸腺からのカドミウム溶出率は、青森産が 13.5±2.3 %、岩手産
56.0±6.8%となり、上記の報告の範囲に含まれる値を示した。また、pH2
の場合の溶出率は、青森産が 55.7±6.9 %、岩手産が 83.9±11.9 %であり、
Ghimire et al. (2008) と同等の値を示した。 
 Figs. 4, 6 にそれぞれカドミウムの溶出率とマグネシウム、亜鉛、銅およ
び鉄の溶出率との相関を示した。青森県産ホタテガイ中腸腺に関しては、カ
ドミウムと亜鉛の溶出に相関が見られた（r=0.7395）。カドミウムとマグネ
シウム、銅および鉄に相関は見られなかった。 
 スルメイカ肝臓に関しては、カドミウムと亜鉛および銅の溶出に相関が見
られた。（亜鉛: r=0.7640、銅: r=0.6528）。カドミウムとマグネシウムおよ
び鉄に相関は見られなかった。 
カドミウムと亜鉛は第 12 族元素であり、性質が似ている（コットンら , 
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1978）。そのため、pH の影響による溶出率の変化の傾向に相関が見られた
と考えられる。 
食品中の重金属の存在に深く関わっていると考えられるタンパク質の溶
出率は、ホタテガイ中腸腺において pH11 で 63.8 %、pH12 で 80.9 %と高
い値を示し、pH5～9 で約 10 %となり pH11～12 に比べて有意に低値を示
した。スルメイカ肝臓からの溶出率は pH11 で 41.7 %、pH12 で 66.4 %と
高い値を示し、pH4～9 では約 15 ％となり pH11～12 に比べて有意に低値
を示した。 
 
Figs. 5, 7 にそれぞれ水溶性タンパク質の溶出率とカドミウムの溶出率と
の相関を示した。ホタテガイ中腸腺からのカドミウムと水溶性タンパク質の
溶出率は、pH2～12 での相関係数が r=0.4406、pH6～12 での相関係数が
r=0.7128 となった。同様にスルメイカ肝臓では pH2～12 での相関係数が
r=0.4867、pH6～12 での相関係数が r=0.7027 となった。 
 カドミウムは pH9～12 で溶解しない性質（コットンら, 1987）にもかか
わらず、試料からの溶出が確認された。カドミウムはタンパク質と結合して
いるという報告（Digilio et al., 2008; Fowler et al., 1988; Ponzano et al., 
2000）やカドミウムと水溶性タンパク質が pH11～12 で高い溶出率を示し
た結果より、カドミウムの溶出には水溶性タンパク質が関わっていると考え
られた。 
そこで、さらなるカドミウムと水溶性タンパク質の関係を知るために、分
子量 10,000 で分画を行い、各成分の挙動を調べることにした。 
 
 
1.2.3. 重金属と水溶性タンパク質の溶出量と分子量の関連性 
 ホタテガイ中腸腺およびスルメイカ肝臓の抽出液を限外ろ過して得られ
た分子量 10,000 以下の画分中へのマグネシウム、亜鉛、カドミウム、銅、
鉄および水溶性タンパク質の溶出率を Tables 6～8、Figs. 1～3 に示した。 
 水溶性タンパク質は、どちらの試料においても、分子量 10,000 以下にな
ることで、pH2 および pH6 では約 2 %減少し、pH12 では溶出率が 10 %以
上減少した。pH12 では pH2 および pH６に比べて分子量 10,000 以上の水
溶性タンパク質が多く溶出すると分かった。 
ホタテガイ中腸腺の銅の 16～24 %、鉄の 34～49 %は分子量 10,000 以上
の画分に溶出することが分かった。マグネシウム、カドミウムおよび亜鉛は
分子量 10,000 以上の画分に 10 %以下しか溶出せず、分子量 10,000 以下の
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低分子側に多く溶出する傾向が確認された。 
 Ponzano et al. (2001) によると、ホタテガイ中腸腺に存在するカドミウ
ムは、分子量 10,000～25,000 に分布していると報告している。また、
Viarengo et al. 1985) では、ホタテガイ中腸腺にホタテガイの中腸腺にカ
ドミウムが蓄積、排泄される際に、カドミウムとメタロチオネイン（分子量
6,000 程度）が結合した状態である割合が高いことが明らかになっている。
このように、食品中のカドミウムはメタロチオネインなどのタンパク質また
はペプチドと結合しており、分子量 10,000 前後の画分に多く存在している
ことが知られている。さらに、Satofuka et al. (2001) によると、植物に存
在するカドミウムは、メタロチオネインペプチドの一種であるフィトケラチ
ンと結合していると報告している。フィトケラチンは分子量 1,000 程度であ
り、植物の場合は、ホタテガイなどに比べて、カドミウムは更に低分子画分
に存在している。これらより、食品に含まれるカドミウムは分子量 10,000
以下に存在すると言える。 
本項では、ホタテガイ中腸腺から溶出したカドミウムは分子量 10,000 以
下の画分に存在していることが明らかになった。以上の点を踏まえると、食
品中に存在しているカドミウムだけでなく、食品から溶出するカドミウムに
おいても、分子量 10,000 以下に多く存在すると考えられた。カドミウムの
さらに詳しい組織内分布を知るために、ゲルろ過クロマトグラフィーを用い
て分画を行うことにした。 
 
 
1.2.4 ホタテガイ中腸腺由来カドミウムの分子量分布 
 分子量マーカーとして用いた Hip-His-Leu（分子量 437.5）、VitaminB12
（分子量  1,355）、Ribonuclease A（分子量 13,700）の分子量の対数に対し
て溶出体積をプロットしたグラフを Fig. 8 (A) に示した。 
 ホタテガイ中腸腺を pH12 で抽出した試料溶液をゲルろ過して得られた画
分の 280 nmにおける吸光度およびカドミウムの存在量を Fig. 8 (B) に示し
た。UV ピークに合わせて以下のように画分をまとめた。 
        Elution volume   
Fraction Ⅰ:  58.5～ 82.5 ml 
 Fraction Ⅱ:  82.5～118.5 ml 
 Fraction Ⅲ: 118.5～138.5 ml 
 Fraction Ⅳ: 138.5～166.5 ml 
 Fraction Ⅴ: 166.5～198.5 ml 
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それぞれ Fraction Ⅰでは 0.36 µg、Fraction Ⅱでは 0.43 µg、Fraction Ⅲ
では 2.22 µg、Fraction Ⅳでは 1.18 µg、Fraction Ⅴでは 0.77 µg のカドミ
ウムが存在していた。分子量マーカーの溶出体積より算出すると、カドミウ
ム多く分布していた Fraction Ⅲの分子量は 850～3,600 であった。 
1.2.3 より、分子量 1,000～10,000 にカドミウムが多く存在していること
が明らかになっていたが、遊離状態で存在している可能性もあり、詳しいカ
ドミウムの分布までは分からなかった。ゲルろ過クロマトグラフィーで分画
をした結果、ホタテガイ中腸腺由来のカドミウムは分子量 850～3,600 に分
布して溶出することが明らかになった。
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Table 1. Collected season and size of the scallops and the squids 
    
Mid-gut gland of scallops   Livers of squids 
    Aomori   Iwate       
Collected season 06/2007   09/2008   09/2008   
Shell length (cm) 11-14  7.5-9  ND
*
  
Age (years)   1.5-2   1.5    ND
*
   
*ND, not detected. 
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Table 2. Proximate compositions of the mid-gut gland of scallops and the liver of 
squid  
(A) Proximate compositions of samples calculated by /100g dry weight   
      Mid-gut gland of scallops   Livers of squids 
 Shell length 12 cm   9 cm     
Crude protein   28.8 ± 2.91 b 30.5 ± 1.19 b 13.5 ± 0.89 a 
Total fat  44.6 ± 0.69 a 54.8 ± 9.28 b 44.0 ± 4.62 a 
Ash  6.77 ± 0.10 b 6.08 ± 0.39 b 2.12 ± 0.25 a 
Carbohydrate   19.8 ± 3.58 a 8.65 ± 9.19 a 40.3 ± 3.77 b 
 
(B) Proximate compositions of samples calculated by /100g fresh weight 
      Mid-gut gland of scallops   Livers of squids (n=3) 
 Shell length 12 cm (n=3) 9 cm (n=3)     
Moisture   73.4 ± 0.35 b 68.2 ± 1.24 b 43.2 ± 3.84 a 
Crude protein  7.67 ± 0.78 a 9.68 ± 0.38 b 7.69 ± 0.51 a 
Total fat  11.9 ± 0.18 a 17.4 ± 2.95 a 25.0 ± 2.62 b 
Ash  1.80 ± 0.03 b 1.93 ± 0.13 b 1.20 ± 0.14 a 
Carbohydrate   5.23 ± 1.19 a 2.75 ± 2.92 a 22.9 ± 4.52 b 
Different letters over each values in the same row indicate significant difference 
(p<0.05)  (mean±SD) 
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Table 3. Mineral contents of the mid-gut gland of scallops and the liver of squids 
(A) Mineral contents of samples calculated by dry weight 
      Mid-gut gland of scallops   Livers of squids (n=3) 
  Shell length 12 cm (n=3) 9 cm (n=3)      
Na (mg/g DW
*
)  25.4 ± 1.67 b 51.1 ± 11.4 c 2.69 ± 0.14 a 
K (mg/g DW
*
)  8.21 ± 0.05 b 10.7 ± 2.48 b 3.75 ± 0.24 a 
Mg (mg/g DW
*
)  3.66 ± 0.17 b 7.04 ± 2.45 c 0.58 ± 0.05 a 
Ca (mg/g DW
*
)  0.07 ± 0.01 a 0.67 ± 0.30 b 0.13 ± 0.01 a 
Fe (μg/g DW
*
)   255 ± 69.6 ab 184 ± 52.2 a 162 ± 22.9 b 
Zn (μg/g DW
*
)  115 ± 15.0 b 86.7 ± 15.5 a 66.3 ± 21.0 a 
Cd (μg/g DW
*
) 160 ± 34.7 b 183 ± 43.8 b 33.0 ± 4.70 a 
Cu (μg/g DW
*
) 71.1 ± 5.35 b 25.3 ± 13.8 a 133 ± 32.6 c 
*DW, dry weight. 
 
(B) Mineral contents of samples calculated by fresh weight 
      Mid-gut gland of scallops   Livers of squids (n=3) 
  Shell length 12 cm (n=3) 9 cm (n=3)      
Na (mg/g FW
*
)  6.77 ± 0.44 b 16.2 ± 3.61 c 1.53 ± 0.08 a 
K (mg/g FW
*
)  2.18 ± 0.14 a 3.39 ± 0.79 a 2.13 ± 0.14 a 
Mg(mg/g FW
*
)  0.97 ± 0.05 b 2.24 ± 0.78 c 0.33 ± 0.03 a 
Ca (mg/g FW
*
)  0.07 ± 0.01 a 0.21 ± 0.10 b 0.07 ± 0.01 a 
Fe (μg/g FW
*
) 67.9 ± 18.5 a 58.4 ± 16.6 a 92.0 ± 13.0 a 
Zn (μg/g FW
*
) 30.7 ± 3.99 a 27.6 ± 4.93 a 37.6 ± 11.9 a 
Cd (μg/g FW
*
) 42.6 ± 9.23 b 58.2 ± 13.9 b 18.7 ± 2.67 a 
Cu (μg/g FW
*
) 18.9 ± 1.42 b 8.04 ± 4.39 a 75.3 ± 0.02 c 
Different letters over each values in the same row indicate significant difference 
(p<0.05)  (mean±SD) 
*FW, fresh weight.
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Table 4. Organic acid composition in the mid-gut gland of scallops and the liver of 
squids   
    Mid-gut gland of scallops Livers of squids (n=3) 
  Shell length 12 cm (n=3) 9 cm (n=3)      
Tartrate  (mg/100g FW
*1
) 11.3 ± 1.4 2.5 ± 0.1 20.7 ± 2.3  
Succinate (mg/100g FW
*1
) 7.84 ± 0.5 2.1 ± 0.1 20.1 ± 2.8  
Fumarate (μg/100g FW*1) 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0  
Malate   ND
*2
   ND
*2
   ND
*2
   
Citrate     ND
*2
     ND
*2
     ND
*2
     
 (mean±SD) 
*1FW, fresh weight. 
*2ND, not detected.  
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Table 5. pH of the solution for extraction and the homogenized the mid-gut gland 
of scallops and the liver of squids  
Added solutions   Mid-gut gland of scallops  Livers of squids (n=3) 
  Shell length 12 cm (n=3) 9 cm (n=3)       
pH1.90   2.18 ± 0.03  2.09 ± 0.03   2.74 ± 0.14   
pH3.02  4.61 ± 0.01   NA
*2
   5.00 ± 0.06  
pH4.00  5.30 ± 0.01   NA
*2
   5.99 ± 0.08  
pH5.02  5.31 ± 0.03   NA
*2
   5.48 ± 0.03  
pH5.85  5.62 ± 0.11  6.26 ± 0.05  5.52 ± 0.09  
pH8.08  5.77 ± 0.04   NA
*2
   6.05 ± 0.02  
pH9.20  5.44 ± 0.01   NA
*2
   6.18 ± 0.07  
pH10.00  5.82 ± 0.01   NA
*2
   7.59 ± 0.11  
pH11.08  8.14 ± 0.01   NA
*2
   10.27 ± 0.03  
pH12.02  10.28 ± 0.03  11.51 ± 0.03  10.93 ± 0.08  
pH6.07 (0.9% NaCl) 5.21 ± 0.02  6.35 ± 0.19  5.76 ± 0.27  
pH7.40 (100mM PB
*1
) 6.98 ± 0.02  7.03 ± 0.02   6.96 ± 0.02   
(mean±SD) 
*1PB, phosphate buffer (pH7.4). 
*2NA, not analyzed. 
Whole extract pH2 73.5 ± 8.22 a 89.0 ± 1.56 b 55.7 ± 6.86 d 48.4 ± 1.28 ef 46.8 ± 2.85 cd 19.6 ± 0.40 b
pH3 69.5 ± 21.6 a 52.4 ± 17.2 ab 58.3 ± 16.0 d 9.89 ± 7.89 a 50.2 ± 2.59 de 37.7 ± 6.10 c
pH4 68.8 ± 9.82 a 39.4 ± 9.21 a 28.3 ± 8.59 ab 8.40 ± 10.5 a 31.5 ± 11.5 bc 40.2 ± 0.96 c
pH5 51.6 ± 7.86 a 19.5 ± 10.2 a 28.4 ± 12.2 ab 15.2 ± 4.20 ab 28.4 ± 2.71 b 7.84 ± 0.30 a
pH6 71.1 ± 3.52 a 28.1 ± 3.79 a 13.5 ± 2.25 a 20.5 ± 3.33 ab 40.2 ± 2.01 bc 8.26 ± 1.00 a
pH8 72.4 ± 9.50 a 19.9 ± 1.84 a 14.3 ± 2.64 a 8.44 ± 0.66 a 42.4 ± 1.53 c 10.0 ± 0.70 a
pH9 83.3 ± 28.7 a 18.9 ± 12.9 a 29.1 ± 9.56 ab 10.3 ± 9.55 ab 68.6 ± 13.8 f 8.37 ± 0.21 a
pH10 81.7 ± 16.8 a 30.8 ± 1.54 a 25.0 ± 13.1 ab 12.8 ± 10.9 ab 70.5 ± 12.1 f 40.4 ± 13.0 c
pH11 56.9 ± 25.4 a 57.6 ± 24.1 ab 49.2 ± 4.18 c 58.7 ± 9.69 f 86.5 ± 9.12 f 63.8 ± 8.06 d
pH12 49.1 ± 0.61 a 70.4 ± 3.07 b 41.9 ± 1.40 bc 84.2 ± 3.34 g 99.4 ± 1.68 f 80.9 ± 0.91 e
0.9% NaCl 67.2 ± 2.24 a 33.3 ± 1.97 a 56.8 ± 1.48 d 30.6 ± 2.13 cd 44.5 ± 2.98 cd 21.0 ± 0.72 b
100mM PB
*2
58.9 ± 3.45 a 35.7 ± 1.36 a 44.9 ± 1.40 c 36.4 ± 2.89 de 67.2 ± 1.81 f 18.9 ± 3.48 b
Low MW fraction
*1
pH2 71.3 ± 5.63 a 89.6 ± 9.41 b 48.7 ± 6.55 e 26.1 ± 5.74 bcd 8.06 ± 5.03 a 16.8 ± 4.30 b
pH6 62.8 ± 4.96 a 28.0 ± 0.61 a 11.5 ± 1.18 a 4.35 ± 3.92 a 6.05 ± 4.18 a 8.03 ± 0.28 a
pH12 49.8 ± 0.72 a 67.4 ± 2.62 b 38.3 ± 1.41 bc 60.0 ± 3.32 f 60.4 ± 6.61 f 67.9 ± 11.0 d
0.9% NaCl 61.4 ± 3.95 a 33.2 ± 2.38 a 47.0 ± 2.77 c 23.8 ± 3.94 bc 36.1 ± 1.33 bc 18.9 ± 0.84 b
100mM PB
*2
56.7 ± 1.06 a 34.3 ± 1.38 a 35.1 ± 1.38 bc 30.2 ± 1.53 bc 55.2 ± 1.71 e 20.7 ± 1.51 b
Different letters over each values in the same column indicate significant difference (p <0.05)  (mean±SD, n=3).
Table 6. Magnesium, zinc, cadmium, copper, iron and water-soluble protein extracted from the mid-gut gland of scallops landed at
Aomori under various pH conditions , 0.9% NaOH and 100mM phosphate buffer.
Percent soluble protein
*2PB, phosphate buffer (pH7.4)
*1Low molecular weight fractions were obtained after ultrafiltration.
Percent soluble Mg Percent soluble Zn Percent soluble Cd Percent soluble Cu Percent soluble Fe
Whole extract pH2 70.9 ± 8.74 bc 64.9 ± 26.7 b 98.9 ± 13.6 e 94.6 ± 17.9 d 72.8 ± 33.3 e 23.1 ± 3.89 b
pH3 80.8 ± 5.35 c 40.3 ± 3.13 ab 66.1 ± 2.66 d 78.6 ± 18.3 bcd 13.1 ± 1.94 a 11.0 ± 3.00 a
pH4 72.9 ± 7.17 bc 29.8 ± 2.36 ab 36.9 ± 9.53 ab 50.6 ± 17.5 ab 31.7 ± 7.29 bc 18.2 ± 4.76 ab
pH5 73.5 ± 4.24 c 31.6 ± 4.95 ab 31.8 ± 4.29 a 50.9 ± 11.6 ab 35.7 ± 3.50 bc 18.6 ± 2.32 b
pH6 65.0 ± 7.07 bc 33.7 ± 11.4 ab 54.6 ± 6.12 cd 50.8 ± 13.6 ab 21.4 ± 12.5 bc 13.5 ± 3.31 ab
pH8 60.9 ± 5.75 abc 39.2 ± 5.32 ab 48.9 ± 16.1 bcd 93.3 ± 21.5 d 21.4 ± 12.1 ab 21.0 ± 2.63 b
pH9 64.9 ± 4.84 bc 31.2 ± 1.63 ab 38.4 ± 3.35 abc 61.3 ± 17.6 abc 35.6 ± 10.8 d 19.5 ± 3.61 b
pH10 62.4 ± 5.58 abc 37.6 ± 8.45 ab 41.7 ± 10.7 ab 71.2 ± 24.0 abcd 50.9 ± 7.25 de 22.5 ± 3.86 b
pH11 55.0 ± 7.03 ab 61.2 ± 4.17 b 65.8 ± 18.9 d 93.7 ± 14.8 d 58.3 ± 16.2 de 41.7 ± 7.03 c
pH12 58.3 ± 11.7 abc 59.0 ± 19.3 b 101 ± 10.7 e 94.9 ± 16.1 cd 61.0 ± 2.46 de 66.4 ± 26.6 c
0.9% NaCl 63.7 ± 3.08 bc 28.2 ± 10.6 a 91.9 ± 3.19 e 76.5 ± 8.64 bc 72.6 ± 1.72 d 25.1 ± 0.59 b
100mM PB
*2
67.3 ± 0.80 bc 45.1 ± 15.3 ab 97.7 ± 4.05 e 78.1 ± 19.5 bc 73.4 ± 21.8 e 27.7 ± 0.96 b
Low MW fraction
*1
pH2 63.0 ± 6.35 abc 53.5 ± 12.6 b 93.7 ± 2.78 e 86.3 ± 8.07 cd 66.5 ± 23.7 de 21.2 ± 3.17 b
pH6 63.3 ± 11.3 abc 29.7 ± 11.0 ab 53.5 ± 4.65 bcd 47.5 ± 12.3 a 19.0 ± 1.39 b 12.8 ± 4.17 ab
pH12 47.1 ± 12.6 abc 49.0 ± 16.5 ab 96.0 ± 1.50 e 85.8 ± 19.2 cd 56.8 ± 3.87 d 54.0 ± 15.2 c
0.9% NaCl 63.7 ± 3.56 bc 26.4 ± 8.63 a 87.6 ± 6.11 e 46.1 ± 3.83 a 46.7 ± 5.71 cd 20.3 ± 4.29 b
100mM PB
*2
65.9 ± 1.17 bc 36.3 ± 11.1 ab 90.0 ± 2.21 e 51.8 ± 3.17 a 46.8 ± 5.21 cd 23.2 ± 6.67 b
Different letters over each values in the same column indicate significant difference (p <0.05)  (mean±SD, n=3).
Table 7. Magnesium, zinc, cadmium, copper, iron and water-soluble protein extracted from the liver of squids under various pH
conditions , 0.9% NaCl and 100mM phosphate buffer.
Percent soluble protein
*2PB, phosphate buffer (pH7.4)
*1Low molecular weight fractions were obtained after ultrafiltration.
Percent soluble Mg Percent soluble Zn Percent soluble Cd Percent soluble Cu Percent soluble Fe
Whole extract pH2 54.1 ± 0.86 c 97.9 ± 2.44 e 83.9 ± 11.9 c 89.7 ± 21.8 c 52.2 ± 5.43 bc 34.4 ± 7.65 b
pH6 51.2 ± 2.83 bc 42.8 ± 5.94 ab 56.0 ± 6.75 ab 56.5 ± 5.90 ab 43.5 ± 3.87 ab 21.1 ± 1.76 a
pH12 44.8 ± 2.46 b 74.6 ± 5.07 d 77.4 ± 4.46 c 63.6 ± 2.95 b 62.6 ± 7.58 cd 36.0 ± 5.91 b
0.9% NaCl 46.1 ± 2.02 b 46.1 ± 1.08 bc 81.4 ± 5.13 c 71.9 ± 4.20 c 60.3 ± 3.02 cd 24.5 ± 0.54 ab
100mM PB
*2
55.2 ± 9.85 bc 74.6 ± 9.92 bcd 76.7 ± 10.1 c 69.3 ± 10.8 abc 70.3 ± 8.37 bcd 28.0 ± 2.99 ab
Low MW fraction
*1
pH2 43.7 ± 1.34 b 75.2 ± 8.15 d 82.6 ± 10.2 c 77.2 ± 20.3 c 45.1 ± 5.35 ab 24.7 ± 2.77 b
pH6 41.7 ± 0.77 b 33.6 ± 2.98 a 53.2 ± 4.88 a 47.3 ± 2.87 a 40.2 ± 3.45 a 20.2 ± 1.37 a
pH12 33.0 ± 2.87 a 60.1 ± 4.05 cd 72.1 ± 3.95 bc 58.6 ± 2.18 b 50.0 ± 1.75 bc 33.5 ± 1.65 b
0.9% NaCl 42.0 ± 3.56 b 33.2 ± 3.70 a 75.0 ± 3.54 c 55.2 ± 3.26 ab 48.3 ± 1.36 ab 22.4 ± 0.74 ab
100mM PB
*2
48.8 ± 7.60 b 56.6 ± 8.79 d 72.1 ± 11.5 bc 61.5 ± 14.6 abc 57.9 ± 8.98 bcd 25.5 ± 4.68 ab
Different letters over each values in the same column indicate significant difference (p <0.05)  (mean±SD, n=3).
Table 8. Magnesium, zinc, cadmium, copper, iron and water-soluble protein extracted from the mid-gut gland of scallops landed
at Iwate under various pH conditions , 0.9% NaCl and 100mM phosphate buffer.
Percent soluble protein
*2PB, phosphate buffer (pH7.4)
*1Low molecular weight fractions were obtained after ultrafiltration.
Percent soluble Mg Percent soluble Zn Percent soluble Cd Percent soluble Cu Percent soluble Fe
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Fig. 1. Magnesium (A), Zinc (B) and Cadmium (C) extracted from the mid-gut 
gland of the scallops landed at Aomori under various pH conditions, 0.9% NaCl 
and 100mM phosphate buffer.  Letters over each column in the graph not sharing 
the same are significantly different (p<0.05) (mean±SD, n=3).    Whole extract    
Low molecular weight fraction*2 
*1PB, phosphate buffer (pH7.4) 
*2Low molecular weight fractions were obtained after ultrafiltration.  (Continued) 
(A) Magnesium 
(B) Zinc 
(C) Cadmium 
(%) 
(%) 
(%) 
*1 
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Fig. 1. (Continued) Cupper (D), Iron (E) and Water-soluble protein (F) extracted 
from the mid-gut gland of the scallops landed at Aomori under various pH 
conditions , 0.9% NaCl and 100mM phosphate buffer.  Letters over each column in 
the graph not sharing the same are significantly different (p<0.05)  (mean±SD, 
n=3).   Whole extract   Low molecular weight fraction*2 
*1PB, phosphate buffer (pH7.4) 
*2Low molecular weight fractions were obtained after ultrafiltration.
(D) Copper 
(E) Iron 
(F) Water-soluble protein 
(%) 
(%) 
(%) 
*1 
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Fig. 2. Magnesium (A), Zinc (B) and Cadmium (C) extracted from the liver of 
squids under various pH conditions, 0.9% NaCl and 100mM phosphate buffer.  
Letters over each column in the graph not sharing the same are significantly 
different (p<0.05)  (mean±SD, n=3).   Whole extract   Low molecular weight 
fraction*2 
*1PB, phosphate buffer (pH7.4) 
*2Low molecular weight fractions were obtained after ultrafiltration.  (Continued) 
(A) Magnesium 
(B) Zinc 
(C) Cadmium 
(%) 
(%) 
(%) 
*1 
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Fig. 2. (Continued) Cupper (D), Iron (E) and Water-soluble protein (F) extracted 
from the liver of squids under various pH conditions, 0.9% NaCl and 100mM 
phosphate buffer.  Letters over each column in the graph not sharing the same 
are significantly different (p<0.05)  (mean±SD, n=3).  Whole extract   Low 
molecular weight fraction*2 
*1PB, phosphate buffer (pH7.4) 
*2Low molecular weight fractions were obtained after ultrafiltration.  
(D) Copper 
(E) Iron 
(F) Water-soluble protein 
(%) 
(%) 
(%) 
*1 
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Fig. 3. Magnesium (A), Zinc (B) and Cadmium (C) extracted from the mid-gut 
gland of the scallops landed at Iwate under various pH conditions , 0.9% NaCl and 
100mM phosphate buffer.  Letters over each column in the graph not sharing the 
same are significantly different (p<0.05)  (mean±SD, n=3).   Whole extract    
Low molecular weight fraction*2 
*1PB, phosphate buffer (pH7.4) 
*2Low molecular weight fractions were obtained after ultrafiltration.  (Continued) 
(A) Magnesium 
(B) Zinc 
(C) Cadmium 
(%) 
(%) 
(%) 
*1 
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Fig. 3. (Continued) Cupper (D), Iron (E) and Water-soluble protein (F) extracted 
from the mid-gut gland of the scallops landed at Iwate under various pH 
conditions , 0.9% NaCl and 100mM phosphate buffer.  Letters over each column in 
the graph not sharing the same are significantly different (p<0.05)  (mean±SD, 
n=3).   Whole extract   Low molecular weight fraction*2 
*1PB, phosphate buffer (pH7.4) 
*2Low molecular weight fractions were obtained after ultrafiltration. 
(D) Copper 
(E) Iron 
(F) Water-soluble protein 
(%) 
(%) 
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Fig. 4.  Relationship between percent soluble cadmium and (A) Magnesium or (B) 
Zinc from the mid-gut gland of scallops of Aomori extracted at pH2～12 (n=30). 
(Continued) 
(A) Magnesium 
(B) Zinc 
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Fig. 4.  (Continued) Relationship between percent soluble cadmium and (C) 
Copper or (D) Iron from the mid-gut gland of scallops landed at Aomori extracted 
at pH2～12 (n=30). 
(C) Copper 
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Fig. 5.  Relationship between percent soluble cadmium and water-soluble protein 
from the mid-gut gland of scallops landed at Aomori extracted at (A) pH2～12 
(n=30) and (B) pH6～12 (n=18). 
(A) pH2-12 
(B) pH6-12 
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Fig. 6.  Relationship between percent soluble cadmium and (A) Magnesium or (B) 
Zinc from the liver of squids extracted at pH2～12 (n=30). 
(Continued) 
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Fig. 6.  (Continued) Relationship between percent soluble cadmium and (C) 
Copper or (D) Iron from the liver of squids extracted at pH2～12 (n=30). 
 
(D) Iron 
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Fig. 7.  Relationship between percent soluble cadmium and water-soluble protein 
from the liver of squids extracted at (A) pH2～12 (n=30) and (B) pH6～12 (n=18). 
(A) pH2-12 
(B) pH6-12 
Fig. 8 Size-exclusion column chromatogram of molecular weight markers 
(A) and the extract of scallops under pH12 (B) on a sephadex G25 
column and total cadmium in fractions.
*Hip-His-Leu （molecular weight; MW 437.5）, VitaminB12 （MW 1,355）
and Ribonuclease A （MW13,700） were used as molecular weight 
markers. 
*line graph: absorbance at 280 nm, bar graph: total cadmium (μg) 
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第 2 章 カドミウムの毒性 
 
食品に含まれる重金属には、鉄、鉛、銅、クロム、カドミウム、水銀、亜
鉛、ヒ素などが挙げられる。鉄、亜鉛および銅は必須微量元素であるが、多
量を摂取すると中毒を引き起こす。鉛、カドミウム、水銀、ヒ素などは毒性
が強く、食品衛生法などで基準値が定められている。毒性の強い重金属は、
排泄が遅く、特定組織に蓄積しやすい。また、重金属は無機化合物または有
機化合物によって代謝や毒性が異なり、中枢神経系への障害、腎臓への障害、
末梢神経障害などを引き起こす（Aleo et al., 2006; Arredondo et al., 2000; 
Zodl et al., 2003）。  
現在、無機、有機といった化合物の相違による毒性の違いが広く知られて
いる重金属には、水銀とヒ素がある。水銀に関しては、食品を経由しての無
機水銀の吸収は低いが有機水銀は高いことが知られている。また、無機水銀
は急性毒性が強いが、有機水銀は亜急性および慢性毒性が強い。特にメチル
水銀は高く、水俣病で知られるように、中枢神経系への影響があり、意識障
害や四肢の不随意運動を引き起こす（佐久間, 1992）。 
ヒ素に関しては、三酸化二ヒ素  (亜ヒ酸: As2O3)に代表される３価の無機
ヒ素に毒性が強い。５価の無機ヒ素(ヒ酸など)は３価の無機ヒ素より毒性が
弱く、メチル基などが結合した有機ヒ素は非常に毒性が弱くなることが報告
されている（Laparra et al., 2005; Laparra et al., 2006）。海産物に含まれ
るヒ素は有機ヒ素の化合物なので、毒性は低くほとんど問題とならない（佐
久間, 1992）。 
カドミウムの毒性に関しては、カドミウムはタンパク質と結合してメタロ
チオネインを生成するので、カドミウムの毒性とメタロチオネインの関係性
について培養細胞を用いた多くの報告がなされている（Sendelbach et al., 
1989; Klaassen et al., 1985; Viarengo et al., 1987; Blais et al., 1999）。カ
ドミウムの形態別の毒性の違いや食品中のカドミウムの毒性は、わずかに報
告されているが、詳細は明らかではない（Elisma and Jumarie. 2001; 
Jumarie et al., 1997; Jumarie et al., 2001;）。 
ヒトの消化吸収機構において、経口摂取された食品は、胃、小腸、大腸で
消化吸収される（稲田 , 1997）。カドミウムなどの重金属は、腸で吸収され
て肝臓に蓄積して毒性を発現する（佐久間 , 1992）。経口摂取による食事を
念頭においた場合、腸の細胞が最も高い確率で食品成分に接触している。そ
のため、本研究ではヒト結腸癌細胞である Caco-2 細胞を使用した。Caco-2
細胞は培養すると単層膜を形成する。その単層膜表面には微絨毛突が多く存
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在し、小腸の上皮細胞と同様の形態をしている。薬物を経口投与した場合、
吸収性と Caco-2 細胞単層膜透過性は相関を示すとされており、薬物の消化
管膜透過性の試験に有用である。Caco-2 細胞は代謝酵素も発現すること
から小腸膜モデルとして繁用されており、金属の毒性や有効性に関
する研究も多く報告されている（理研バイオリソースセンター , 2009; 
Camara et al., 2007; Beelen et al., 2007）。  
 以上の事をふまえて、本章の研究目的は、無機カドミウムとカドミウムを
多く含む食品の毒性の差およびカドミウムの毒性に対する共存物質の影響
を調べることとした。
 40 
2.1.1 試料の調製 
1.1.5.1 の方法と同様にホタテガイ中腸腺を超純水（Millipore, Milli-Q 
Advantage A10 system）で抽出した試料溶液を使用し、凍結乾燥にて濃縮
を行った。濃縮後、濃度を適正に調整し、細胞試験に供した。 
 
 
2.1.2 細胞培養 
本実験では、ヒト結腸癌細胞に由来する Caco-2 細胞（理研ジーンバンク、
RCB098）を用いた。これを、1 % non-essential amino acid (Sigma-Aldrich 
Corporation) 、 2 % L-glutamine (Sigma-Aldrich Corporation) 、 4 % 
penicillin-streptomycin (Sigma-Aldrich Corporation)、5 % Fetal Bovine 
Serum （FBS、 Invitrogen Corporation)を加えた Dulbecco’s modified 
eagle’s medium（DMEM、Sigma-Aldrich Corporation)で、CO2 インキュ
ベーター（アズワン、sefiISM-350）を用いて、37℃、5 %炭酸ガス下で培
養を行った。 
 
 
2.1.3 毒性試験 
カドミウムの毒性は、細胞生存率を測定して評価を行った。細胞生存率は、
テトラゾリウム塩である 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazo 
lium bromide（MTT、和光純薬工業株式会社）による細胞内酵素活性を指
標とした MTT 法を使用した。また、比較として MTT 法を用いた Cell 
Counting Kit-8 ®（和光純薬工業株式会社）を使用した測定も併用した。本
実験 5 % FBS を含む培地を使用した。  
 
2.1.3.1 無機カドミウムの毒性評価 
細胞生存率が約 50%を示す無機カドミウム濃度（IC50）を検討するため、細
胞に無機カドミウム（塩化カドミウム、硝酸カドミウム、硫酸カドミウム）
を添加した際の細胞生存率を調べた。 
 
①Cell Counting kit-8®による細胞生存率の測定 
細胞を培養液で 5×106 cells/ml に希釈し、96 穴プレートの各ウェルに 100 
µl ずつ分注(5000 cells/well)し、CO2 インキュベーター内で 24 時間前培養
した。この時、ブランクのウェルには、培地のみを添加した。500～0.5 µM
のカドミウム溶液（塩化カドミウム、硝酸カドミウム、硫酸カドミウム）各
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ウェルに 10 µl ずつ添加した。ブランクおよび positive control(PC)には、
培地を 10 µl ずつ添加した。CO2 インキュベータ （ーアズワン、sefiISM-350）
内で 24h 培養後、Cell counting kit-8®溶液を各ウェルに 10µl ずつ添加し、
CO2 インキュベーター内で 2 時間呈色反応をさせた後、マイクロプレートリ
ーダー（ナルジェヌンク、Immuno-Mini NJ-2300）を用い、450 nm の吸
光度を測定した。吸光度より細胞生存率を算出した。 
 
100)(
)((%) ×
−
−
=
BPC
BS
細胞生存率  
S：マイクロプレートリーダーから求めた試料の吸光度 
B：マイクロプレートリーダーから求めたブランクの吸光度  
PC：マイクロプレートリーダーから求めた PC の吸光度 
 
②MTT 法による細胞生存率の測定 
MTT（和光純薬工業株式会社）25 mg に PBS(-)5 ml 加えて溶解させたも
のを MTT 溶液として実験に供した。 
細胞を培養液で 5×106 cells/ml に希釈し、96プレートの各ウェルに 100 µl
ずつ分注(5000 cells/well) し、CO2 インキュベーター内で 24 時間前培養し
た。この時、ブランクのウェルには、培地のみを添加した。500～0.5 µM の
カドミウム溶液（塩化カドミウム、硝酸カドミウム、硫酸カドミウム）各ウ
ェルに 10 µl ずつ添加した。ブランクおよび positive control(PC)には、培
地を 10 µl ずつ添加した。CO2 インキュベーター内で 24 時間培養後、MTT
溶液を各ウェルに 10 µl ずつ添加し、CO2 インキュベーター内で 2 時間呈色
反応させた。各ウェルに 200 µl の PBS を加え、1 分間ほどおいた後、液を
吸引し、DMSO（和光純薬工業株式会社）を各ウェルに 200 µl ずつ添加し
た。マイクロプレートリーダー（ナルジェヌンク、Immuno-Mini NJ-2300）
を用い、540 nm の吸光度を測定し、吸光度より細胞生存率を算出した。 
 
100)(
)((%) ×
−
−
=
BPC
BS
細胞生存率  
S：マイクロプレートリーダーから求めた試料の吸光度 
B：マイクロプレートリーダーから求めたブランクの吸光度  
PC：マイクロプレートリーダーから求めた PC の吸光度 
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2.1.3.2 ホタテガイ中腸腺由来カドミウムの毒性評価 
 青森産ホタテガイ中 腸腺に 30 倍量の超純水（ Millipore, Milli-Q 
Advantage A10 system）（w/v）を加え、1.1.5.1 と同様の方法で抽出を行っ
た。1.1.5.1 の結果より、抽出液中のカドミウム濃度は約 1 µM である。凍
結乾燥によって 25 倍濃縮をした抽出液を試料溶液として実験に供した。 
 
 2.1.3.1 と同様の方法で MTT 法および Cell counting kit-8®による細胞生
存率の測定を行った。 
 
 
2.1.3.3 ホタテガイ中腸腺および有機酸による無機カドミウムの毒性への影
響 
培地にホタテガイ中腸腺の抽出液と約 50 %の細胞生存率を示す濃度の無
機カドミウム（塩化カドミウム、硝酸カドミウム、硫酸カドミウム）を添加
することにより、抽出液の無機カドミウムの毒性への影響を調べた。同時に、
ホタテガイ中腸腺中と同濃度の有機酸（クエン酸、コハク酸、酒石酸）よる
無機カドミウムの毒性への影響も調べた。 
 
2.1.3.1 と同様の方法で測定を行った。各ウェルに細胞を播種し 24 時間培
養後、各ウェルに無機カドミウムと抽出液および有機酸をあらかじめ混合し
た溶液を 10 µl ずつ添加した。ホタテガイ中腸腺の抽出液は、2.1.3.2 で調
製した試料溶液を用いた。培地中のホタテガイ中腸線の最終濃度を 16.9 
mg/ml および 33.9 mg/ml とした。25 µM 無機カドミウムとホタテガイ中腸
腺由来カドミウムを合わせた培地中の最終的なカドミウム濃度は、それぞれ
25.6 µM および 26.1 µM とした。有機酸は培地に存在する最終濃度を 10 µM
および 20 µM とした。 
 
 
統計処理 
測定は 3 回試行し、その結果についてボンフェローニ補正法（小野、2003）
を用いて多重比較検定を行い、危険率 5%以下で有意差を検定した。 
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2.2 結果および考察  
 
2.2.1 無機カドミウムとホタテガイ中腸腺由来カドミウムの毒性 
Tables 9, 10、Figs. 9, 10 に無機カドミウム（塩化カドミウム、硝酸カド
ミウムおよび硫酸カドミウム）による Caco-2 細胞の生存率への影響を示し
た。 
 無機カドミウムを培地中に最終濃度 0.5～500 µM になるように添加した
結果、MTT 法および Cell counting kit-8®のどちらの試験においても、濃度
の増加に従って細胞生存率が減少した。0.5～1 µM では 80 %以上、25 µM
で は約 50 %、 100～ 500 µM で は 20 %以下の 生 存 率 を 示 し た 。
Huynh-Delerme et al. (2005) は、Caco-2 TC7 細胞に対する塩化カドミウ
ムの影響を MTT 法で調べた結果、50%致死濃度（LC50）が 25 µM 付近で
あると報告している。Urani et al. (2005) では、HepG2 細胞を用いて塩化
カドミウムの影響を調べている。MTT 法で試験した結果、50 %阻害濃度
（IC50）は 25.5 µM と求めている。本章で得られた Caco-2 細胞の生存率が
約 50 %の時のカドミウム濃度は、25 µM であり、同等の値を示した。 
 長期的な毒性を試験する場合や毒性を阻害および強める物質を試験する
場合に、50 %致死（LC50）または 50 %生育阻害濃度（IC50）を用いること
が多い（Huynh-Delerme et al., 2005）ので、細胞生存率が約 50 %を示す
無機カドミウム濃度として、25 µM を以下の実験に用いることとした。MTT
法による細胞生存率は、25 µM の塩化カドミウムで 30.7±6.3 %、硝酸カド
ミウムで 41.2±9.9 %、硫酸カドミウムで 57.1±6.5 %を示し、塩化カドミウ
ムよりも硫酸カドミウムにおいて有意に高い生存率が見られた。一方、Cell 
counting kit-8®による細胞生存率は、25 µMの塩化カドミウムで 26.1±2.3 %、
硝酸カドミウムで 29.8±7.2 %、硫酸カドミウムで 33.1±1.3 %を示し、これ
ら無機カドミウム化合物による毒性に有意な差は見られなかった。しかしな
がら、細胞生存率の測定方法にかかわらず、塩化カドミウムを添加した場合
は生存率が低く、硫酸カドミウムを添加した場合は生存率が高くなる傾向が
あった。 
Bergeron and Jumarie (2006)、Elisma and Jumarie (2001)は、Caco-2
細胞および HIEC 細胞を用いて培地中に NO3－と Cl－が存在する時のカドミ
ウムの吸収量の違いなどを調べ、NO3－を含む培地の方が Cl－を含む培地を
用いるよりもカドミウムを吸収すると報告した。この試験では塩化カドミウ
ムが用いられているため、硝酸カドミウムを使用した本章の実験とは直接比
較することは難しいが、硝酸カドミウムの方が塩化カドミウムよりも
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Caco-2 細胞の生存率が低くなる傾向があり、これらの報告とは異なる結果
が得られた。 
コーデックス委員会によるカドミウムの上限値は、海産二枚貝（カキ及び
ホタテガイを除く）及び頭足類（内臓を除去したもの）は、2 mg/kg（7.8 µM）
である（Codex Alimentarius, 2009）。これらの食品を頻繁かつ多量に摂取
することは少ないので、食品由来のカドミウムが腸管細胞に影響を及ぼす濃
度（25 μM 無機カドミウム）に達する可能性は低いと考えられる。また、
食品を摂取すると胃液などで希釈されるので、コーデックス委員会の上限値
近くの食品を摂取しても、カドミウムの濃度が低くなると考えられる。そこ
で、培地中にカドミウムの最終濃度が 0.25、2.5 µM になるようにホタテガ
イ中腸腺の抽出液を添加して細胞生存率を測定した。Caco-2 細胞を培養す
る至適 pH は pH7.4 であること、Elisma and Jumarie (2001)、Endo et al. 
(2000)では pH5.5～7.5 でカドミウムの毒性を確認している報告しており、
Caco-2 細胞の生育可能範囲も前述の pH であると考えられるため、pH7 付
近の抽出液を細胞試験に用いることとし、ホタテガイ中腸腺を抽出する溶液
には超純水を用いた。 
Tables 11, 12、Figs. 11, 12 に無機カドミウムおよびホタテガイ中腸腺の
抽出液による Caco-2 細胞の生存率への影響を示した。Cell counting kit-8®
では 0.25 µM で 87.2±4.9 %、2.5 µM で 65.7±8.9 %、MTT 法では 0.25 µM
で 98.6±2.9 %、2.5 µM で 83.1±4.0 %の細胞生存率を示した。同濃度の無機
カドミウムを添加した場合の細胞生存率も約 80 %と高い値を示しており、
有意な差はなかった。 
 
2.2.2 ホタテガイ中腸線および有機酸の無機カドミウムの毒性への影響 
Tables 13, 14、Figs. 13, 14 に無機カドミウムとホタテガイ中腸腺および
有機酸が共存した場合の Caco-2 細胞の生存率への影響を示した。細胞生存
率が約 50 %を示す濃度の無機カドミウムに、ホタテガイ中腸腺の抽出液を
共存させることで、無機カドミウムのみの場合と違いがあるかを確認した。
同時に、ホタテガイ中腸腺に多く含まれていた酒石酸およびコハク酸、キレ
ート効果のあるクエン酸の無機カドミウムに対する影響も調べた。 
25 µM 無機カドミウムとホタテガイ中腸腺の抽出液を合わせた培地中の
カドミウムの最終濃度は、25.6 µM（A）および 26.1 µM（B）となった。
Cell counting kit-8®で測定した結果、塩化カドミウムの細胞生存率は、無
機カドミウムのみが 26.1±2.3 %、（A）が 43.9±11.6 %、（B）が 46.2±4.2 %
を示した。硝酸カドミウムの細胞生存率は、無機カドミウムのみが
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29.8±7.2 %、（A）が 45.7±4.9 %、（B）が 59.6±4.4 %を示した。硫酸カドミ
ウムの細胞生存率は、無機カドミウムのみが 33.1±1.3 %、（A）が 63.6±5.3 %、
（B）が 60.1±8.3 %を示した。すべての無機カドミウムにおいて、ホタテガ
イ中腸腺の抽出液を添加すると、無機カドミウムのみの場合よりも有意に細
胞生存率が高くなった。ホタテガイ中腸腺の抽出液の濃度を変えても、細胞
生存率に影響はなかった。 
第 1 章で測定したホタテガイ中腸腺中の酒石酸は 7.5 µM、コハク酸は 6.6 
µM であった。ホタテガイ中腸腺と同程度の濃度として、10 µM の酒石酸、
コハク酸およびクエン酸を 25 µM の無機カドミウムと共に添加して、細胞
試験を行った。さらに、濃度依存性を確認するために、20 µM の酒石酸、
コハク酸およびクエン酸による同様の試験も行った。Cell counting kit-8®
で測定した結果、塩化カドミウムは有機酸を加えたすべての場合において、
無機カドミウムのみに比べて有意に細胞生存率が減少した。硝酸カドミウム
の細胞生存率は、無機カドミウムのみが 29.8±7.2 %、20 µM 酒石酸を加え
た場合が 33.6±16.9 %を示した。20 µM 酒石酸以外の場合は、無機カドミウ
ムのみに比べて、有意に細胞生存率が減少した。硫酸カドミウムの細胞生存
率は、無機カドミウムのみが 33.1±1.3 %を示した。10 µM 酒石酸、20 µM
酒石酸およびコハク酸を加えた場合は約 40 ％の細胞生存率を示し、無機カ
ドミウムのみと比べて有意な差はないが、細胞生存率が上昇した。他の場合
は、無機カドミウムのみに比べて、有意に細胞生存率が減少した。また、有
機酸の濃度による細胞生存率への影響は確認されなかった。この結果より、
酒石酸には硫酸カドミウムの毒性を阻害する働きがあること、クエン酸には
無機カドミウムの毒性の作用を強める働きがあると推測された。 
Zodl et al. (2005) は、Caco-2 細胞を用いて鉄の化合物による毒性の違い
などを調べている。塩化鉄にクエン酸を加えた場合は、塩化鉄のみと比べて、
細胞生存率が上昇し、毒性が弱くなっていると報告している。カドミウムと
鉄はどちらも重金属であるが、本研究では、クエン酸を加えることでカドミ
ウムの毒性が強められている結果であった。 
Jumarie et al. (2001) の報告では、Caco-2 細胞における Cl－、グルタチ
オン、フィトケラチンのカドミウムへの影響を調べている。グルタチオンと
カドミウムの場合は、無機カドミウムの吸収の 22 %、フィトケラチンとカ
ドミウムの場合は、無機カドミウムの吸収の 53 %となり、無機カドミウム
のみの状態よりも細胞に吸収されにくいという結果を示している。グルタチ
オンおよびフィトケラチンはカドミウムと結合しやすい低分子タンパク質
そして知られている。本研究では、ホタテガイ中腸腺中に存在するタンパク
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質などの共存物質が、グルタチオンやフィトケラチンのような働きをして、
無機カドミウムの毒性を阻害したと考えられる。このように、カドミウムを
多く含む食品は、共存する無機カドミウムの毒性を軽減させることがわかっ
た。さらに、食品の抽出液に含まれるどの成分が特に有効かを知るために、
第 1 章で分画した抽出液による試験を行う必要がある。  
 
 47 
Table 9. Viability of Caco-2 cells as measured by cell counting kit-8® after 
incubation with each of cadmium chloride, cadmium nitrate and cadmium 
sulfate of different concentrations. 
  Cadmium salts 
Cd conc. (μM) 
  
CdCl
2
   Cd(NO
3
)
2
 CdSO
4
 
0.5 79.2 ± 7.22 lm 91.2 ± 3.13 efg 100 ± 2.85 n 
1 64.2 ± 4.14 kl 85.2 ± 5.33 cd 92.7 ± 3.39 mn 
5 63.7 ± 6.99 k 52.9 ± 2.42 efg 70.4 ± 5.64 l 
10 39.8 ± 4.19 ghi 44.6 ± 3.55 cd 47.4 ± 5.21 ij 
25 26.1 ± 2.30 def 29.8 ± 7.22 efg 33.1 ± 1.30 fgh 
50 17.5 ± 3.86 cd 18.0 ± 3.01 cd 26.6 ± 3.39 defg 
100 13.5 ± 8.37 abcd 8.3 ± 3.28 efg 16.5 ± 5.26 bcd 
500 (2.26) ± 6.15 a (3.51) ± 10.56 cd (5.51) ± 2.30 a 
Different letters over each values in the same column indicate significant 
difference (p<0.05) (mean±SD, n=3). 
 48 
lm
kl
k
ghl
def
cd
abcd
m
m
jk
hlj
efg
cd
abc
n
mn
l
ij
fgh
defg
bcd
0
20
40
60
80
100
0.5 1 5 10 25 50 100 500
Cd (μM)
C
e
l
l
 
v
i
a
b
i
l
i
t
y
 
(
%
)
a
a
ab
 
Fig. 9. Viability of Caco-2 cells as measured by cell counting kit-8® after 
incubation with each of cadmium chloride, cadmium nitrate and cadmium 
sulfate of different concentrations.  Letters over each column not sharing the 
same are significantly different (p<0.05). 
  ;CdCl2   ;Cd(NO3)2  ;CdSO4 
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Table 10. Viability of Caco-2 cells as measured by MTT assay after incubation 
with each of cadmium chloride, cadmium nitrate and cadmium sulfate of 
different concentrations. 
  Cadmium salts 
Cd conc. (μM) 
  
CdCl
2
   Cd(NO
3
)
2
 CdSO
4
 
0.5 95.5 ± 14.6 f 92.9 ± 15.1 f 91.6 ± 8.84 f 
1 73.2 ± 9.35 ef 90.9 ± 9.43 f 94.1 ± 15.1 f 
5 68.4 ± 7.77 ef 72.2 ± 10.5 ed 70.0 ± 14.5 ed 
10 44.9 ± 18.0 bcde 53.8 ± 6.20 de 61.4 ± 13.7 de 
25 30.7 ± 6.34 bc 41.2 ± 9.89 cd 57.1 ± 6.45 de 
50 23.8 ± 2.79 bc 33.6 ± 12.1 bcd 36.1 ± 12.9 bcd 
100 8.61 ± 11.1 ab 10.4 ± 13.6 ab 14.6 ± 8.20 abc 
500 2.46 ± 2.42 a 7.49 ± 9.58 a 6.09 ± 5.47 a 
Different letters over each values in the same column indicate significant 
difference (p<0.05) (mean±SD, n=3). 
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Fig. 10. Viability of Caco-2 cells as measured by MTT assay after incubation 
with each of cadmium chloride, cadmium nitrate and cadmium sulfate of 
different concentrations. Letters over each column not sharing the same are 
significantly different (p<0.05). 
  ;CdCl2  ;Cd(NO3)2  ;CdSO4 
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Table 11. Viability of Caco-2 cells as measured by cell counting kit-8® after 
incubation with different concentrations of inorganic cadmium and the extract 
of scallops. 
    Cadmium salts           
Cd conc. (μM) CdCl2  Cd(NO3)2 CdSO4 Extract of scallops 
0.25      87.2 ± 4.93 h 
0.5 79.2 ± 7.22 gh 91.2 ± 3.13 h 100 ± 2.85 i  
1 64.1 ± 4.14 fg 85.2 ± 5.33 h 92.7 ± 3.39 h  
2.5      65.7 ± 8.97 fg 
5 63.7± 6.99 fg 52.9 ± 2.42 ef 70.4 ± 5.64 g  
10 39.8 ± 4.19 bcd 44.6 ± 3.55 cde 47.4 ± 5.21 de  
25 26.1± 2.30 a 29.8 ± 7.22 ab 33.1 ± 1.30 ab   
Different letters over each values in the same column indicate significant 
difference (p<0.05) (mean±SD, n=3). 
 52 
a
bcd
fg
fg
gh
ab
cde
ef
h
h
i
h
g
ab
de
fg
h
0
20
40
60
80
100
0.25 0.5 1 2.5 5 10 25
Cd (μM)
C
e
l
l
 
v
i
a
b
i
l
i
t
y
 
(
%
)
 
Fig. 11. Viability of Caco-2 cells as measured by cell counting kit-8® after 
incubation with different concentrations of inorganic cadmium and the extract 
of scallops.  Letters over each column not sharing the same are significantly 
different (p<0.05).   
  ;CdCl2  ;Cd(NO3)2  ;CdSO4   ;Extract of scallops 
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Table 12. Viability of Caco-2 cells as measured by MTT assay after incubation 
with different concentrations of inorganic cadmium and the extract of scallops. 
    Cadmium salts           
Cd conc. (μM) CdCl2  Cd(NO3)2 CdSO4 Extract of scallops 
0.25 
  
                98.6 ± 2.94 d 
0.5 95.5 ± 14.6 d 92.9 ± 15.1d 91.6 ± 8.84 d  
1 73.2± 9.35 cd 90.9 ± 9.43 d 94.1 ± 15.1 d  
2.5       83.1 ± 4.04 cd 
5 68.4 ± 7.77 cd 72.2 ± 10.5cd 70.0 ± 14.5 cd  
10 45.0± 18.0 ab 53.8 ± 6.20 bc 61.4 ± 13.7bc  
25 30.7± 6.34 a 41.2 ± 9.89 ab 57.1 ± 6.45 bc   
 Different letters over each values in the same column indicate significant 
difference (p<0.05) (mean±SD, n=3). 
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Fig. 12. Viability of Caco-2 cells as measured by MTT assay after incubation with 
different concentrations of inorganic cadmium and the extract of scallops.  
Letters over each column not sharing the same are significantly different (p<0.05). 
  ;CdCl2  ;Cd(NO3)2  ;CdSO4  ;Extract of scallops 
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Table 13. Viability of Caco-2 cells as measured by cell counting kit-8® after 
organic acids and the mid-gut gland of scallops co-incubated with inorganic 
cadmium. 
  CdCl
2
 Cd(NO
3
)
2
 CdSO
4
 
Cd 25μM 26.1 ± 2.30 cde 29.8 ± 7.22 cdef 33.1 ± 1.30 def 
Cd + CA
*1
 10μM 18.2 ± 4.22 bc 20.2 ± 6.12 cd 22.0 ± 5.92 cd 
Cd + CA
*1
 20μM 3.03 ± 6.20 a 8.08 ± 3.42 ab 17.7 ± 3.74 bc 
Cd + SA
*2
 10μM 3.79 ± 6.56 a 15.9 ± 6.01 abcd 17.4 ± 4.73 bc 
Cd + SA
*2
 20μM 12.4 ± 5.04 abcd 22.2 ± 6.35 cd 40.9 ± 6.73 efgh 
Cd + TA
*3
 10μM 14.7 ± 5.32 abc 22.0 ± 7.87 cd 43.9 ± 3.79 fgh 
Cd + TA
*3
 20μM 18.9 ± 5.30 bcd 33.6 ± 16.9 cefg 40.4 ± 6.62 rfg 
Cd + MGG
*4
 (A)
 *5
 43.9 ± 11.2 efgh 45.7 ± 4.93 ghi 63.6 ± 5.30 i 
Cd + MGG
*4
 (B)
*5
 46.2 ± 4.22 hij 59.6 ± 4.37 ij 60.1 ± 8.34 ij 
Different letters over each values in the same column indicate significant 
difference (p<0.05) (mean±SD, n=3). 
*1CA, citric acid. 
*2SA, succinic acid. 
*3TA, tartaric acid. 
*4MGG, mid-gut gland. 
*5The extract of MGG was added at final cadmium concentration of 25.6µM (A) 
and 26.2µM (B). 
 56 
cde
a a
abcd
abc
bcd
bc
efgh
hij
cdef
ab
abcd
cd
cd
cd
cefg
ghi
ij
def
bc
bc
efgh
fgh
cd
efg
j
ij
0
10
20
30
40
50
60
70
80
C
d
 
2
5
μ
M
C
d
 
+
 
C
A
　
 
1
0
μ
M
C
d
 
+
 
C
A
　
 
2
0
μ
M
C
d
 
+
 
S
A
　
 
1
0
μ
M
C
d
 
+
 
S
A
　
 
2
0
μ
M
C
d
 
+
 
T
A
 
　
1
0
μ
M
C
d
 
+
 
T
A
　
 
2
0
μ
M
C
d
 
+
 
M
G
G
 
 
 
(
A
)
C
d
 
+
 
M
G
G
 
 
 
(
B
)
C
e
l
l
 
v
i
a
b
i
l
i
t
y
 
(
%
)
 
Fig. 13. Effect of organic acids (citric acid, succinic acid and tartaric acid) and 
extract of the mid-gut gland co-incubated with inorganic cadmium compounds 
for cadmium cytotoxicity. Viability of Caco-2 cells was measured by cell 
counting kit-8®.  Letters over each column not sharing the same are 
significantly different (p<0.05).   
  ;CdCl2  ;Cd(NO3)2  ;CdSO4 
*1CA, citric acid. 
*2SA, succinic acid. 
*3TA, tartaric acid. 
*4MGG, mid-gut gland. 
*5The extract of MGG was added at final cadmium concentration of 25.6µM (A) 
and 26.2µM (B). 
 
*5 *5 
*4 *4 
*3 *3 *2 *2 *1 *1 
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Table 14. Viability of Caco-2 cells as measured by MTT assay after organic 
acids and the mid-gut gland of scallops co-incubated with inorganic cadmium. 
  CdCl
2
 Cd(NO
3
)
2
 CdSO
4
 
Cd 25μM 30.7  ± 6.34  bcde 41.2  ± 9.89  bcdef 57.1  ± 6.45  fg 
Cd + CA
*1
 10μM 25.5  ± 21.5  abc 33.2  ± 5.76  bcdef 55.0  ± 12.5  efg 
Cd + CA
*1
 20μM 32.1 ± 8.64  bcdef 41.2  ± 12.0  bcdef 54.5  ± 6.11  efg 
Cd + SA
*2
 10μM 19.8  ± 7.55  ab 26.5  ± 11.0  abc 30.1  ± 14.4  abcde 
Cd + SA
*2
 20μM 18.4  ± 7.94  ab 44.3  ± 14.5  cdef 36.1  ± 12.4  bcdef 
Cd + TA
*3
 10μM 13.6  ± 6.73  a 46.8  ± 3.15  cdef 41.7  ± 2.79  cdef 
Cd + TA
*3
 20μM 28.2  ± 14.0  abcd 37.5  ± 30.4  abcdef 43.3  ± 26.2  cdef 
Cd + MGG
*4
 (A)
 *5
 21.6  ± 14.2  abc 27.8  ± 9.37  abc 68.4  ± 4.00  g 
Cd + MGG
*4
 (B)
 *5
 49.0  ± 7.61  def 50.0  ± 4.04  def 63.3  ± 15.9  defg 
Different letters over each values in the same column indicate significant 
difference (p<0.05). (mean±SD, n=3) 
*1CA, citric acid. 
*2SA, succinic acid. 
*3TA, tartaric acid. 
*4MGG, mid-gut gland. 
*5The extract of MGG was added at final cadmium concentration of 25.6µM (A) 
and 26.2µM (B). 
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Fig. 14. Effect of organic acids (citric acid, succinic acid and tartaric acid) and 
extract of the mid-gut gland co-incubated with inorganic cadmium compounds 
for cadmium cytotoxicity. Viability of Caco-2 cells was measured by MTT assay.  
Letters over each column not sharing the same are significantly different 
(p<0.05).  
  ;CdCl2  ;Cd(NO3)2  ;CdSO4 
*1CA, citric acid. 
*2SA, succinic acid. 
*3TA, tartaric acid. 
*4MGG, mid-gut gland. 
*5The extract of MGG was added at final cadmium concentration of 25.6µM (A) 
and 26.2µM (B). 
 
*1 *1 *2 *2 *3 *3 
*4 *4 
*5 *5 
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総括 
 
本研究では、カドミウムを多く蓄積している食品を用いて、経口摂取後の
pH 変化を想定した条件での溶出および毒性の評価を行った。 
第 1 章では、ホタテガイ中腸腺およびスルメイカ肝臓からのカドミウムの
溶出に対する pH の影響、およびカドミウムの溶出に関わりのある因子と成
分を調べた。ホタテガイ中腸腺とスルメイカ肝臓に含まれるカドミウムの濃
度に差はあるが、重金属および水溶性タンパク質の溶出の傾向は同様であっ
た。カドミウムは、pH2~3、1～12 で多く溶出し、pH4～10 での溶出は少
なかった。ホタテガイ中腸腺からのカドミウムと水溶性タンパク質の溶出率
は、pH2～12 での相関係数が r=0.4406、pH6～12 での相関係数が r=0.7128
となった。pH6～12 での相関は pH2～12 での相関に比べて高いことが分か
った。これには pH2～3 でのカドミウムの溶出には酸性条件下で溶出しやす
いこと、pH11～12 でのカドミウムの溶出には水溶性タンパク質が影響して
いると考えられた。  
さらに、カドミウムなど重金属の存在状態を知るために、抽出液を分子量
10,000 で分離し、低分子画分における溶出量を調べた。その結果、カドミ
ウムと水溶性タンパク質は分子量 10,000 以下に多く存在しており、カドミ
ウムの溶出には、分子量 10,000 以下の水溶性タンパク質が関連していると
示唆された。カドミウムが溶出する分子量を詳細に知るために、抽出液をゲ
ルろ過クロマトグラフィーで分画して、カドミウムの存在量を調べた。その
結果、ホタテガイ中腸腺由来のカドミウムは遊離状態ではなく、分子量 850
～3,600 に分布して溶出することが分かった。 
第 2 章では、無機カドミウム化合物とカドミウムを多く含む食品の毒性の
差、およびカドミウムの毒性に対する共存物質の影響を調べた。約 50 %の
細胞生存率を示す濃度の無機カドミウムにホタテガイ中腸腺の抽出液を添
加すると、無機カドミウムのみの場合よりも有意に細胞生存率が高くなった。
添加するホタテガイ中腸腺の抽出液の存在量による無機カドミウムの毒性
に対する抑制効果の強さは確認されなかったが、カドミウムを多く含む食品
は、無機カドミウムの腸管細胞に対する毒性を軽減させることがわかった。 
以上のことから、カドミウムを多く含む食品をヒトが摂取した場合は、ま
ず胃酸（pH1～2）でカドミウムが溶け出すが、腸では pH7 付近になるので、
カドミウムおよびタンパク質は溶解せずに沈殿となると推測される。腸では、
溶解した成分が吸収されるので、カドミウムを多く含む食品を摂取しても、
全量が吸収される可能性は低いと考えられる。また、本研究でカドミウムを
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多く含む食品としてホタテガイ中腸腺抽出液を用いたが、これには、共存す
る無機カドミウムの腸管細胞に対する毒性を軽減させる効果もあった。以上
の結果から、コーデックス委員会の海産二枚貝（カキ及びホタテガイを除く）
及び頭足類（内臓を除去したもの）の上限値 2 mg/kg（Codex Alimentarius, 
2009）よりもカドミウムを多く含む食品を摂取しても、人体に対して害を
及ぼす可能性は低いと推測される。本研究ではカドミウムが共存物質と錯体
等を形成していることを明らかにするために、分子量分布を調べる第一歩と
して、限外ろ過およびゲルろ過クロマトグラフィーによってカドミウムの存
在する分子量を推測した。食品から溶出したカドミウムは、分子量 850～
3,600 に多く存在することが明らかになったが、より分子量分布を細分化し
て分析を行い、カドミウムの存在する状態や無機カドミウムの毒性を軽減さ
せる成分の特定を行う必要がある。
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図・表リスト 
 
第 1 章 
1.1 方法 
Table 1. Collected season and size of the scallops and the squids 
 
1.2 結果と考察 
 Table 2. Proximate composition of the mid-gut gland of scallops and 
the liver of squids 
 Table 2. Proximate composition of the mid-gut gland of scallops and 
the liver of squids 
 Table 3. Mineral contents of the mid-gut gland of scallops and the liver 
of squids 
 Table 3. Mineral contents of the mid-gut gland of scallops and the liver 
of squids  
 Table 4. Organic acid composition in the mid-gut gland of scallops and 
the liver of squids 
 Table 5. pH of the solution for extraction and the homogenized the 
mid-gut gland of scallops and the liver of squids 
Table 6. Magnesium, zinc, cadmium, copper, iron and water-soluble 
protein eluted from the mid-gut gland of scallops from Aomori 
under various pH conditions , 0.9% NaCl and 100mM phosphate 
buffer.   
Table 7. Magnesium, zinc, cadmium, copper, iron and water-soluble 
protein eluted from the liver of squids under various pH 
conditions , 0.9% NaCl and 100mM phosphate buffer.  
Table 8. Magnesium, zinc, cadmium, copper, iron and water-soluble 
protein eluted from the mid-gut gland of scallops from Iwate 
under various pH conditions , 0.9% NaCl and 100mM phosphate 
buffer.   
 Fig. 1. Magnesium (A), Zinc (B) and Cadmium (C) eluted from the 
mid-gut gland of the scallops from Aomori under various pH 
conditions, 0.9% NaCl and 100mM phosphate buffer. 
 Fig. 1. (Continued) Cupper (D), Iron (E) and Water-soluble protein (F) 
eluted from the mid-gut gland of the scallops from Aomori 
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under various pH conditions , 0.9% NaCl and 100mM 
phosphate buffer. 
 Fig. 2. Magnesium (A), Zinc (B) and Cadmium (C) eluted from the liver 
of squids under various pH conditions, 0.9% NaCl and 100mM 
phosphate buffer. 
 Fig. 2. (Continued) Cupper (D), Iron (E) and Water-soluble protein (F) 
eluted from the liver of squids under various pH conditions , 
0.9% NaCl and 100mM phosphate buffer.   
Fig. 3. Magnesium (A), Zinc (B) and Cadmium (C) eluted from the 
mid-gut gland of the scallops from Iwate under various pH 
conditions , 0.9% NaCl and 100mM phosphate buffer.  
Fig. 3. (Continued) Cupper (D), Iron (E) and Water-soluble protein (F) 
eluted from the mid-gut gland of the scallops from Iwate under 
various pH conditions , 0.9% NaCl and 100mM phosphate 
buffer. 
Fig. 4. Relationship between percent soluble cadmium and (A) 
Magnesium or (B) Zinc from the scallops of Aomori extracted at 
pH2-12. 
Fig. 4. (Continued) Relationship between percent soluble cadmium and 
(C) Copper or (D) Iron from the scallops of Aomori extracted at 
pH2-12. 
Fig. 5. Relationship between percent soluble cadmium and 
water-soluble protein from the scallops of Aomori extracted at (A) 
pH2-12 and (B) pH6-12. 
Fig. 6. Relationship between percent soluble cadmium and (A) 
Magnesium or (B) Zinc from the squids extracted at pH2-12. 
Fig. 6. (Continued) Relationship between percent soluble cadmium and 
(C) Copper or (D) Iron from the squids extracted at pH2-12. 
Fig. 7.  Relationship between percent soluble cadmium and 
water-soluble protein from the squids extracted at (A) pH2-12 
and (B) pH6-12. 
Fig. 8 Size-exclusion column chromatogram of molecular weight 
markers (A) and the extract of scallops under pH12 (B) on a 
sephadex G25 column and total cadmium in fractions. 
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第 2 章 
2.2 結果と考察 
Table 9. Viability of Caco-2 cells as measured by cell counting kit-8 after 
incubation with different concentrations of cadmium chloride, 
cadmium nitrate and cadmium sulfate. 
Table 10. Viability of Caco-2 cells as measured by MTT assay after 
incubation with different concentrations of cadmium chloride, 
cadmium nitrate and cadmium sulfate. 
Table 11. Viability of Caco-2 cells as measured by cell counting kit-8 
after incubation with different concentrations of inorganic 
cadmium and the extract of scallops. 
Table 12. Viability of Caco-2 cells as measured by MTT assay after 
incubation with different concentrations of inorganic cadmium 
and the extract of scallops. 
Table 13. Viability of Caco-2 cells as measured by cell counting kit-8 
after organic acids and the mid-gut gland of scallops 
co-incubated with inorganic cadmium. 
Table 14. Viability of Caco-2 cells as measured by MTT assay after 
organic acids and the mid-gut gland of scallops co-incubated 
with inorganic cadmium. 
Fig. 9. Viability of Caco-2 cells as measured by cell counting kit-8 after 
incubation with different concentrations of cadmium chloride, 
cadmium nitrate and cadmium sulfate. 
Fig. 10. Viability of Caco-2 cells as measured by MTT assay after 
incubation with different concentrations of cadmium chloride, 
cadmium nitrate and cadmium sulfate. 
Fig. 11. Viability of Caco-2 cells as measured by cell counting kit-8 
after incubation with different concentrations of inorganic 
cadmium and the extract of scallops. 
Fig. 12. Viability of Caco-2 cells as measured by MTT assay after 
incubation with different concentrations of inorganic cadmium 
and the extract of scallops. 
Fig. 13. Effect of organic acids (citric acid, succinic acid and tartaric 
acid) and extract of the mid-gut gland co-incubated with 
inorganic cadmium compounds for cadmium cytotoxicity. 
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Viability of Caco-2 cells was measured by cell counting kit-8. 
Fig. 14. Effect of organic acids (citric acid, succinic acid and tartaric 
acid) and extract of the mid-gut gland co-incubated with 
inorganic cadmium compounds for cadmium cytotoxicity. 
Viability of Caco-2 cells was measured by cell counting kit-8. 
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